











































This  study demon strates  that  the  ovine  tro phoblast  ex presses  cathe li cidins,  but  does  not  up reg u late  ex pres sion of



















Cationic  host  de fence  pep tides  (CHDP)  are  a  di verse  group  of
evo lu tion ary con served pep tides with a broad range of an timi cro bial
and  im munomod u la tory  func tions  (Brogden  et  al.,  2003;  Zasloff,
2002;  Barlow  et  al.,  2014).  In creased  ex pres sion  and  re lease  of
CHDP is an im por tant part of the in nate im mune re sponse fol low ing
de tec tion of in fec tion via recog ni tion of pathogen­as so ci ated mol e c u ­
lar  pat terns  (PAMP)  through  pat tern  recog ni tion  re cep tors  (PRR)
such  as  the  Toll­like  re cep tors  (TLR)  and  nu cleotide­bind ing
oligomeri sa tion  do main  (NOD)  re cep tors  (NOD­like  re cep tors  or
NLRs)  (Ganguly  et  al.,  2009;  Lande  et  al.,  2007;  Rietdijk  et  al.,
2008).  In  hu mans,  there  are  two  main  fam i lies  of  CHDP,  cathe li ­
cidins,  and  de fensins  (Peschel  and  Sahl,  2006)  and  these  pep tides
have  been  iden ti fied  in  sev eral  cell  types,  in clud ing  neu trophils,
macrophages, lym pho cytes, eosinophils, ep ithe lial cells and pla cen tal
tro phoblasts (Bowdish et al., 2006).
The  ex pres sion of CHDP within  the hu man  fe male  re pro duc tive







(TLR4)  trans lat ing  to a  lack of  in ducible se cre tion of CHDP in  this
cell  type  in  re sponse  to  lipopolysac cha ride  stim u la tion  (King  et  al.,
2003; Klaffenbach et al., 2011). In con trast, it was demon strated that
ovine  tro phoblasts  do  pos sess  in tact TLR4  sig nalling  path ways  and
can  re spond  to  LPS  stim u la tion  with  a  pro­in flam ma tory  re sponse
char ac terised by TNF­α and IL­8 (CX CL8) se cre tion (Wheelhouse et
al., 2009). How ever, un like well­char ac terised cells and tis sues such
as  the  gut  and  lung  (Skerlavaj  et  al.,  1999),  it  is  not  yet  known  if
ovine tro phoblasts are ca pa ble of ex press ing cathe li cidin pep tides. In ­














Within  live stock  species,  Chlamy dia  and  Chlamy dia­re lated
pathogens such as Chlamy dia abor tus and Wad dlia chon drophila are































































fence mol e cules  such  as  cathe li cidins  and de fensins  in  re pro duc tive
tis sues would pro vide key  in sights  into host  de fence  in  these  ar eas,





pla centa,  us ing  both  pri mary  ovine  tis sue  and  the  ovine  tro phoblast
AH­1  cell  line. We  char ac terise  the  ex pres sion  of  genes  as so ci ated
with CHDP pro duc tion in tro phoblasts fol low ing stim u la tion with the
TLR4 lig and, LPS, and dur ing in fec tion of AH­1 cells with the in va ­






kind  gift  from  Pro fes sor  T.  Bas zler,  Wash ing ton  State  Uni ver sity,
USA), was  grown  and main tained  in  Is cove’s mod i fied Dul becco’s
medium (IMDM) sup ple mented with 5% heat in ac ti vated fe tal bovine











ing  a  J­LITE  JLA­16.250  ro tor  (Beck man  Coul ter  Ltd.  High
Wycombe,  UK).  The  pel let  was  re sus pended  in  ice­cold  su crose­
phos phate­glu tamic  acid  (SPG)  buffer  (10  mM  sodium  phos phate
[8 mM Na HPO –2 mM NaH PO ], 220 mM su crose, 0.5 mM L­glu ­
tamic acid pH7.4), aliquoted into mi cro cen trifuge tubes and stored at
−80 °C. To quan tify vi able or gan isms, aliquots were thawed at room
tem per a ture  and  titrated  on Mc Coy  cells.  Se r ial  di lu tions  of  the  in ­
ocu lum were added  to con flu ent cell mono lay ers  in 8­well cham ber
slides  (BD  Fal con,  Bec ton  Dick in son,  Bed ford,  UK).  Af ter  24  h,
medium was re moved, cells were fixed in ice­cold ace tone, air­dried,
and slides were frozen at −20 °C prior to analy sis by flu o res cent im ­
muno cy to chem istry  as  pre vi ously  de scribed  (Wheelhouse  et  al.,




To as sess CHDP ex pres sion  in  re sponse  to  in fec tion, an  in  vitro
ovine  pla cen tal  model  was  em ployed.  AH­1  tro phoblast  cells  were
grown  to  80%  con flu ency  overnight  in  a  24 well  plate,  and  sub se ­
quently  ex posed  to LPS or  in fected with  live W. chon drophila.  For
LPS  ex po sures,  AH­1  cells  were  treated  in  du pli cate  with  LPS









eter, United King dom) was dis solved  in  ab solute  al co hol  at  a  stock








the  Uni ver sity  of  Ed in burgh  An i mal  Re search  Ethics  Com mit tee.
Scot tish Grey face ewes were fed to achieve com pa ra ble body con di ­
tion prior to es trous cy cle syn chro niza tion. Es trous cy cles were syn ­
chro nised  via  in trav agi nal  Chrono gest  sponge  pes saries  (20  fluge ­
stone  ac etate,  syn thetic  prog es terone  ana logue)  (In ter vet  UK  Ltd.).
Sponges were re moved af ter 12 days, and 0.5 ml Prostaglandin es tru ­
mate in jected in tra mus cu larly to ter mi nate luteal phase prior to mat ­
ing  with  Texel  rams  48  h  later.  On  day  90  of  ges ta tion  (term  is
147 days), ewes were eu th a nized by bar bi tu rate over dose and a pla ­






2­mer cap toen thanol, 1%  v/ v  (Qi a gen,  Craw ley,  UK)  were  used  for
ly sis of in vitro and ex vivo sam ples. For frozen tis sues, 30 mg tis sue
was weighed and lysed in RLT buffer us ing mag netic beads and a Qi ­
a gen  Tis sueL yser.  In  vitro  sam ples  were  lysed  in  situ  with  RLT
buffer and col lected into ster ile DNase/ RNase free tubes and stored at
−80  °C  un til  ex trac tion.  Once  sam ples  were  lysed,  RNA  was  ex ­
tracted from the lysates us ing the RNeasy  mini kit sys tem fol low ing




as  a  qual ity  fil ter  for  fur ther  down stream  analy ses.  Ge nomic  DNA
(gDNA) was re moved from ex tracted RNA us ing PrimerDe sign Pre ­
ci sion DNase Kits  (PrimerDe sign, Southamp ton, UK)  as  per man u ­
fac turer’s  pro to col.  Com pli men tary  DNA  (cDNA)  was  syn the sised
from the ex tracted RNA us ing Pre ci sion nano Script re verse tran scrip ­
tion kits as per man u fac tur ers pro to col (PrimerDe sign) and stored at
−20 °C  un til  analy sis.  Neg a tive  con trol  re ac tions  con tain ing  no  re ­
verse tran scrip tase (no RT) in the re ac tion were per formed in par al lel.
2.6. Quantitative real time – polymerase chain reaction (q­PCR)
Quan ti ta tive  real­time  poly merase  chain  re ac tion  (q­PCR)  was
per formed  us ing  an  Ap plied  Biosys tems  StepOne  Real­Time  PCR
ma chine with  SYBR  green  de tec tion.  q­PCR  primers  for  the  ovine
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ti mised  by  PrimerDe sign  Ltd.  Melt  curve  analy sis  was  car ried  out
with  every  GOI  (gene  of  in ter est)  to  de ter mine  speci ficity  of  the
primers along side a no­tem plate (PCR H O) con trol and RT­ve con ­
trols. House keeper genes were iden ti fied us ing a GeNorm Kit to es ­
tab lish  the most  sta ble  house keep ing  genes  (PrimerDe sign GeNorm
Ovine 12 ref er ence gene kit). The geo met ric mean of a panel of sta ­
ble house keeper genes was used  in cal cu la tions of  rel a tive gene ex ­
pres sion  (RPS2,  RPL19  and  YW HAZ  in  ovine  tis sue  sam ples,  β­
Actin and GAPDH in AH­1 cells). All sam ples were analysed us ing







Sta tis ti cal  analy sis  was  per formed  us ing  Graph Pad  Prism  soft ­
ware. Ex pres sion of CHDP in ovine lungs and pla centa, and ex pres ­
sion of CHDP and CX CL8 in AH­1 cells was as sessed by un paired t­







in ves ti gate  if  the  tro phoblast  com part ment  of  the  sheep  pla cen tome
specif i cally  ex pressed  genes  for CHDP, Quan ti ta tive RNA  analy sis
demon strated  that  tro phoblasts could  in deed ex press  the cathe li cidin
SMAP­29 (Fig. 1A),  to gether with  the  ovine  de fensins  sBD­1  (Fig.
1B)  and  sBD­2  (Fig.  1C).  In ter est ingly,  the  ex pres sion  of  these
CHDP were not al tered fol low ing ex po sure of  the AH­1 cell  line  to
the TLR­4 ag o nist LPS. This was de spite an in tact and ro bust TLR­4





lat ing  CHDP  gene  ex pres sion  dur ing  the  in nate  re sponse  to  a  live
pathogen,  we  char ac terised  the  in nate  re sponse  of  AH­1  cells  to
W. chon drophila,  an  in va sive  in tra cel lu lar  pathogen.  In  re sponse  to
vary ing mul ti plic i ties of in fec tion (MOI) of W. chon drophila, mRNA
abun dance for the cathe li cidin SMAP­29 was not al tered at any MOI
tested (Fig. 2A).  In  con trast, mRNA  for  both  sBD­1  (Fig.  2B)  and
sBD­2 (Fig. 2C) in creased in abun dance as the sever ity of the in fec
tion in creased from an MOI of 0.1­10 (P < 0.001). Sup port ing our ob ­






To  as sess  whether  ovine  tro phoblast  cells  would  up reg u late
SMAP­29  in  re sponse  to  Vi t a min  D   treat ment,  we  ex posed  AH­1
cells  to  vary ing  con cen tra tions  of  1α,25­di hy drox yvi t a min  D   for












cen tome  tis sues  (Fig.  4A).  sBD­1  and  sBD­2  ex pres sion  was  also
iden ti fied  in  the  ovine  pla cen tomes  (Fig.  4B  and  C),  al beit  with
mRNA abun dance  that was  ap prox i mately  50% of  that  ob served  in
the lung tis sue (P < 0.001).
4. Discussion
The  hu man  pla centa  is  known  to  ex press  a  broad  reper toire  of
CHDP (Klaffenbach et al., 2011; King et al., 2007b), and it is thought
that  this  com pre hen sive  in nate  bar rier  pro tects  the  de vel op ing  fe tus
against the wide va ri ety of pathogens that could re sult in ad verse fe tal
de vel op ment  or  ma ter nal  com pli ca tions  dur ing  preg nancy.  Ex pres ­
sion of the hu man cathe li cidin LL­37 has been de tected in sev eral fe ­
male re pro duc tive tis sues and flu ids, in clud ing the cervix, vagina and
cer vi co v agi nal  se cre tions  (Frohm Nilsson  et  al.,  1999;  Levinson  et





of  the  ovine  pla centa.  While  ex pres sion  of  the  ovine  cathe li cidin
SMAP­29 was orig i nally iden ti fied in sheep leuko cytes (Skerlavaj et










































































Data  represents  mRNA  abundance  for  SMAP­29  (1A),  sBD­1  (1B),  sBD­2  (1C)  or  CXCL8  (1D)  in  relatively  quantified  arbitrary  units  relative  to  geometric  mean  of  two
housekeeper genes identified by GeNorm analysis (β­actin and GAPDH) ± SEM (n = 3). Statistical significance was assessed by unpaired t­test comparing LPS treated samples to
control, and is denoted by *** P < 0.001.
cells,  is  re spon si ble  for pro duc tion. We also con ducted com par a tive
analy sis  in  lung tis sue as a pos i tive con trol show ing that SMAP­29,
sBD­1  and  sBD­2  was  con sti tu tively  ex pressed  in  the  fe tal  sheep
lung, as SMAP­29 has pre vi ously been de scribed to have po tent an ­
timi cro bial ac tiv ity in an in vivo model of  res pi ra tory  tract  in fec tion
(Brogden et al., 2001).





spite  in duc ing a  ro bust  in crease  in CX CL8 ex pres sion  (Fig. 1A–D).
This is con sis tent with pre vi ous find ings, which demon strated that in
hu man  tro phoblasts,  LPS  treat ment  did  not  in duce  ex pres sion  of
CHDP and  re lated mol e cules  (Klaffenbach et  al., 2011). While  this
has  been  shown  in  pre vi ous  stud ies(Abrahams  et  al.,  2005;
Klaffenbach  et  al.,  2011),  lat terly  be ing  at trib uted  to  con t a m i nat ing
leuko cytes within an  iso lated  tro phoblast prepa ra tion,  this  is not  the
case in the AH­1 tro phoblast cell line. In ad di tion, the AH­1 cell line




lated  in nate  im mune  re sponse within  the  tro phoblast, where  re cruit
ment of  spe cialised  im mune cells  (uter ine NK cells  for  ex am ple)  is
pre ferred over a clas si cal in flam ma tory re sponse.
En zootic  abor tion  re sult ing  from  in fec tion  with  the  in tra cel lu lar
pathogen Chlamy dia abor tus  is  com mon  amongst  live stock  species.
An  emerg ing  Chlamy dia­re lated  abor ti fa cient  pathogen  W.  chon ­
drophila has been char ac terised to have sim i lar in vitro patho gen e sis
to C.abor tus,  in fect ing  and  de stroy ing  the  tro phoblast  com part ment
of the pla centa, even tu ally trans lat ing to se vere pla cen tal necro sis and
pre ma ture birth of  the off spring, which is of ten fa tal (Blumer  et  al.,
2011; Koschwanez et al., 2012). We have re cently demon strated that
W. chon drophila  can  in fect and stim u late an  in flam ma tory  re sponse
in  ru mi nant  tro phoblasts,  and  also  in  HEp2  cells,  in  vitro
(Wheelhouse et al., 2014; Storrie et al., 2016), thus pro vid ing a tro ­
phoblast in fec tion model of high clin i cal rel e vance. Here we demon ­
strate  that,  in  re sponse  to W.  chon drophila  in fec tion  of  AH­1  tro ­
phoblasts,  both  de fensins  are  up reg u lated  in  re sponse  to  this  in fec ­
tion, but that SMAP­29 ex pres sion re mains un af fected. This in di cates
that,  in  the  case  of  an  in fec tion with  live  pathogen  that  in fects  tro ­
phoblas tic  cell  types,  these  CHDP  are  dif fer en tially  stim u lated  and
are not ar bi trar ily  in creased upon in nate  im mune ac ti va tion. The se ­
lec tiv ity to wards de fensin ex pres sion by tro phoblasts could be an ad ­































































citriol)  via  vi t a min  D  re cep tor  sig nalling  (VDR).  In  hu mans  and
higher pri mates, a short in ter spersed nu clear el e ment (SINE) car ry ing
a vi t a min D re cep tor re sponse el e ment (VDRE) has been trans posed
up stream of  the hu man  cathe li cidin gene  (CAMP)  ren der ing  it vi t a ­





ex trav il lous  tro phoblast  in vitro,  im pli cat ing  vi t a min D  in  pla cen tal
im plan ta tion (Chan et al., 2015).
Ex ploita tion  of  vi t a min  D ­in ducible  ex pres sion  of  LL­37  as  a
ther a peu tic  tar get has re cently been an area of  in tense  in ves ti ga tion.
Sev eral  stud ies  have  shown  that  vi t a min D  at trib uted  an timi cro bial
ac tiv ity  is  solely me di ated  by  the  ex pres sion  of  cathe li cidin  (Liu  et
al.,  2007).  Re cent  work  has  shown  that  ob lig ate  in tra cel lu lar





























































qRT­PCR  after  24 h  treatment.  Data  represents  mRNA  abundance  for  SMAP­29  in






once  an  in fec tion has been  re solved  to  rapidly  re duce  in flam ma tion
(Sato et al., 2013; Yuk et al., 2009). Im por tantly, it has been demon ­
strated  that  1α,25­di hy drox yvi t a minD   can  in duce  cathe li cidin  ex ­
pres sion  in  hu man  tro phoblast  cells,  en hanc ing  an tibac te r ial  re ­








In  sum mary,  we  demon strate  that  the  ovine  tro phoblast  can  ex ­
press the cathe li cidin SMAP­29 and that, in re sponse to LPS stim u la ­
tion, these cells do not up reg u late ex pres sion of SMAP­29, sBD­1 or
sBD­2,  but  do  re spond  with  ro bust  CX CL8  ex pres sion,  a  re sponse
that has pre vi ously been as so ci ated with con t a m i nat ing leuko cytes in
pri mary pla cen tal iso lates. Fur ther more, we show that in in vitro  in ­
fec tion mod els  with  the  emerg ing  abor ti fa cient  or gan ism W.  chon ­
drophila, tro phoblasts are ca pa ble of dif fer en tially reg u lat ing their in ­
nate  im mune  re sponse  via  spe cific  ex pres sion  of  de fensins,  rather
than  in duc ing a  cathe li cidin­me di ated  re sponse. Fi nally, we demon ­
strate that ovine tro phoblasts lack the vi t a min D re sponse re quired to
up reg u late  cathe li cidin  ex pres sion  in  these  cells,  in di cat ing  that  in ­
creased  cathe li cidin  ex pres sion  is me di ated  through  an other,  as  yet
un de ter mined path way.
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Fig. 4. Ex pres sion of  cationic host  de fence pep tides  in  the ovine pla centa  and  lung. Expression of mRNA cathelicidin  (SMAP­29)  and defensin  (sBD­1,  sBD­2)  peptides was
analysed by qRT­PCR in primary ovine placental tissue. Expression of mRNA in fetal lung tissue was determined as a tissue positive control. Data represents mRNA abundance for
SMAP­29 (4A), sBD­1 (4B) or sBD­2 (4C) in relatively quantified arbitrary units relative to geometric mean of two housekeeper genes identified by GeNorm analysis (β­actin and
GAPDH) ± SEM (n = 6). Statistical significance was assessed by unpaired t­test and is denoted by ** P < 0.01.
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